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高 效 降解 游离 棉 酚 并 改善 棉籽 粕 营养 品质 的 菌株 筛选 ， 
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摘 要 : 本 试验 由 在 也 


徐 海燕 
东 宝 来 利 来 生物 工程 股份 有 限 公 司 ， 泰 安 271000) 

I 用 枯草 芽 孢 杆菌 和 植物 乳酸 菌 发 酵 棉籽 粕 , 研究 其 对 棉籽 粕 中 游离 棉 
酚 降解 率 的 影响 ， 并 对 发 酵 前 后 棉籽 粕 的 营养 品质 指标 如 活 菌 数 、 中 性 和 蛋白酶 活性 、 
白质 含量 、pH、 游 离 棉 酚 含量 等 进行 比较 。 结 果 发 现 ， 可 高 效 降解 棉籽 粕 中 游离 棉 酚 的 村 


谷 


E 


酸 深重 


FET a A PRN BLCC1-0039， 可 有 效 改善 发 酵 风 味 的 植物 乳酸 菌 菌株 为 BLCC2-0092。 
综合 上 述 2 株 益 生 菌 的 优点 , 筛选 出 最 优 复 配 发 酵 方 式 为 植物 乳酸 菌 BLCC2-0092 与 枯草 芽 


孢 杆菌 BLCC1-0039 按照 1: 


1 比例 接种 ，37 CHAR 24 h 再 大 


氧 发 酵 。 与 空白 对 照 组 


相 比 ， 最 优 复 配 发 酵 组 各 发 酵 阶 段 发 酵 棉籽 粕 的 pH 显著 降低 (P<0.05)， 大 氧 发 酵 72h 时 


pH 降 至 5.27; RRE 


白质 含量 显著 提高 (P<0.05)， 厌 氧 发 酵 72 h 时 酸 溶 蛋白 质 含量 达到 


23.54%; 游离 棉 酚 含量 显著 降低 C(P<<0.05)， 需 氧 发 酵 24 h 时 游离 棉 酚 降解 率 达 到 52.1296, 
RARE 72 h 时 游离 棉 酚 降 解 率 达 到 61.58%。 由 此 可 知 ， 植 物 乳 酸 菌 BLCC2-0092 与 枯草 
芽孢 杆菌 BLCCI-0039 复 配 发 酵 可 有 效 降低 发 酵 棉籽 粕 中 的 游离 棉 酚 含量 并 改善 其 营养 品 


质 。 


关键 词 : 枯草 芽孢 杆 菌 ;植物 乳酸 菌 ， 棉 籽 粕 ;游离 棉 酚 ; 营养 品质 


中 图 分 类 号 : S436.67 


磷 含 量 也 比较 多 号 ， 


有 杭 酚 、 环 丙 稀 脂肪 酸 、 单 宁 等 有 毒物 质 ， 制 约 了 其 在 畜牧 业 中 的 应 用 ， 其 


酚 。 棉 酚 的 存在 形式 


可 很 快 随 辩 便 排 出 体外 ， 毒 性 很 


文章 编号 : A 


文献 标识 码 : 


随 着 我 国 畜牧 业 的 快速 发 展 ,饲料 的 需求 量 越 来 越 大 。 HAF OF 
性 蛋白 质 饲料 ， 其 粗 蛋 白 


THEO. 是 一 种 优质 的 植物 


质 含量 在 20% 一 40%， 粗 纤维 含量 约 为 11%， 此 外 ， 硫 胺 素 和 有 机 


是 畜 禽 饲 粮 中 非常 有 价值 的 一 种 饲料 原料 。 然 而 ， 棉 籽 饼 《〈 粕 ) 中 含 


,最 主要 的 是 棉 


12 种 , 即 结合 棉 酚 和 游离 棉 酚 。 结 合 棉 酚 在 机 体 消化 系统 中 不 被 吸收 ， 
氏 。 游 离 棉 酚 分 子 结构 中 的 活性 基 团 


〈 醛 基 和 羧基 ) 对 动物 


毒性 很 大 ， 长 期 饲 喂 动物 过 多 的 含 未 经 脱 毒 棉籽 饼 《〈 粕 ) 的 饲料 ， 棉 酚 会 在 动物 体内 蓄积 ， 


引发 中 毒 ， 导 致 动物 


棉籽 人 饼 ( 粕 〉 的 主要 脱 毒 方法 有 物理 法 、 化 学 法 、 


具有 应 用 前 景 的 是 微 4 


bj 现 急性 呼吸 窒 迫 、 厌 食 乏 力 等 临床 症状 ， 甚 至 死亡 等 六。 


提高 棉籽 名 


FE 物 发 酵 法 ， 该 法 不 但 能 脱 除 棉籽 人 饼 ( 粕 》) 
CORO. 的 粗 蛋 白质 含量 ， 并 且 发 酵 底 物 中 存留 许多 酶 类 、 维 生 素 、 所 基 酸 以 及 一 
些 促 生 长 因子 ， 从 而 大 大 改善 柳 籽 人 饼 ( 粕 ) 的 营养 价值 和 饲 月 
用 率 馈 。 但 不 同 微生物 菌 种 对 棉 酚 的 降解 能 力 有 较 大 的 差异 ， 筛 选 优良 的 微生物 菌 种 是 保证 
ATO CHD 脱 毒 效 果 和 营养 价值 的 首要 步骤 。 据 报道 ， 
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出 法 和 微生物 发 酵 法 人 1， 最 


游离 杨 酚 ， 而 且 还 可 以 


Wl, 


价值 ， 


芽孢 杆菌 对 棉 配 具 


deta hart OF CHAD 的 利 


了 较 高 的 降解 活 


主要 从 事 动物 微 生 态 制剂 研发 工作 。 
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32 ”性 K%1， 但 某 些 芽孢 杆菌 在 氨基 酸 代谢 中 会 发 生 脱 羧 或 脱 氨 作 用 ， 产 生 刺 鼻 的 氮 ， 影 响 发 酵 
33 ”风味 ; 此 外 ,乳酸菌 对 棉 酚 也 具有 较 高 的 降解 活性 ， 其 发 酵 产 生 大 量 乳酸 和 乙酸 等 挥发 性 物 
34 ， 质 ， 可 以 改善 饲料 适口 性 。 本 研究 旨 在 利用 枯草 芽孢 杆菌 Bacillus subtilis) 和 植物 乳酸 菌 
35 (Lactobacillus plantarum) 对 棉籽 粕 进行 固态 发 酵 ， 以 降低 其 棉 酚 含量 ， 提 高 其 营养 价值 。 
36 1 材料 与 方法 
37 ”1.1 材料 与 试剂 

38 ”1.1.1 发 酵 原 材料 及 菌株 


39 试验 用 棉籽 粕 由 新 疆 泰 昆 生物 集团 提供 ， 粉 碎 过 40 H fü. 
40 枯草 芽孢 杆菌 菌株 : BLCC1-0039、BLCC1-0090、BLCC1-0157 和 BLCC1-0169; 植物 乳 


41 ”杆菌 菌株 : BLCC2-0015、BLCC2-0092、BLCC2-0111、BLCC2-0112 和 BLCC2-0111。 以 上 
42 ”菌株 均 由 山东 宝来 利 来 生物 工程 股份 有 限 公司 研究 院 菌 种 保藏 中 心 保存 。 
43 11.2 培养 基 


LO 44 酵母 膏 和 蛋白 肪 培养 基 : 葡萄 糖 2 g、 和 蛋白 肛 10 g、 和 氧化 钠 $ g、 酵 母 膏 Sg, AKER 
CN 45 ”至 1000mL, 调 pH 至 7.0，121 ‘CX 20 min. 


46 MRS 培养 基 : 葡萄 糖 20 g、 和 蛋白 肛 10g. FAR 8 g、 酵 母 膏 4 g、 硫 酸 镁 0.5g. MR 
47 03g. FERRIER 2 g、 乙 酸 钠 5g、 吐 温 -80 1 mL， 蒸 饮水 定 容 至 1000mL， 调 pH 至 6.0， 


48 121 ‘CRE 20 min. 

49  L13 化 学 试剂 

50 葡萄 糖 : 山东 祥瑞 药 业 有 限 公 司 ; BAR: 北京 奥博 星 生物 技术 有 限 责 任 公 司 ; 氧化 钠 
51 (Ay TAD: 天 津 博 迪 化 工 股份 有 限 公司 ; 酵母 膏 、 牛 肉 襄 : 天 津 市 英 博 生化 试剂 有 限 公司 ; 
52 RARER. Mh: 济南 汇丰 达 化 工 有 限 公司 ;柠檬 酸 铵 : 上 海 抚 生 实 业 有 限 公 司 ; 乙酸 钠 : 
53 ”青岛 捷 世 康生 物 科技 有 限 公 司 ; 吐 温 -80: 天 津 凯 通化 学 试剂 有 限 公 司 ， 乙 有 睛 、 丙 酮 、 甲 醇 
54 ”“〔 均 为 色谱 级 ): 天 津 市 永 大 化 学 试剂 有 限 公 司 ; 磷酸 〈 分 析 纯 ): 天 津 市 凯 通 化 学 试剂 有 限 
55 ”公司 ; 微 孔 滤 膜 (直径 13 mm、 孔 径 0.22 pm): 上 海安 谱 有 限 公司 ， 棉 酚 标准 品 [高 效 液 相 
56 Æ (HPLC) 级 ]: 上 海源 时 生物 科技 有 限 公司 。 

57 12 试验 方法 
58 1.1 种 子 液 制备 


59 取经 过 2 次 活化 的 枯草 芽孢 杆菌 斜面 1 环 ( 约 0.05 g) FEE 100 mL MEE SARE 
60 ” 养 基 的 500 mL 三 角 瓶 中 ， 于 37 Cy 180 r/min 摇 床 培养 24h， 待 用 。 取 经 过 2 次 活化 的 植 


61 ” 物 乳 酸 菌 斜面 1 环 ( 约 0.05 g) 于 装 有 100 mL MRS 培养 基 的 500 mL 三 角 瓶 中 ，37 CHE 
62 ”培养 24h， 待 用 。 
63 ”1.2.2 枯草 芽孢 杆菌 的 筛选 

64 采用 生 料 发 酵 。 称 取 一 定量 的 棉籽 粕 于 1000 mL 三 角 瓶 中 ， 料 水 比 为 1.0: 0.4(g:mL), 
65 装 料 量 为 100 g/l, Ta 2% 接 种 量 分 别 接 入 培养 好 的 枯草 芽孢 杆菌 种 子 液 中 ， 每 个 样品 设 3 
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个 平行 ， 以 不 接种 任何 菌株 的 空白 料 为 空白 对 照 ， 均 置 于 37 它 培 养 箱 进行 需 氧 发 酵 ， 分 别 
于 发 酵 24 和 48 h 后 取样 ， 测 定 发 酵 样 的 芽孢 杆菌 活 苗 数 、 中 性 蛋白 酶 活性 、 酸 溶 蛋 白质 合 
量 及 游离 棉 酚 含量 。 


1.2.3 ”植物 乳酸 菌 的 筛选 


采用 生 料 发 


酵 。 称 取 一 定量 的 棉籽 粕 装 袋 ， 料 水 比 为 1.0: 0.4(g:mL)， 装 料 量 为 100 g/ 


袋 ， 按 2% 接 种 量 分 别 接 入 培养 好 的 植物 乳酸 菌 种 子 液 ， 密 封 ， 每 个 样品 设 3 个 平行 ， 以 不 


接种 任何 菌株 的 空白 料 为 空白 对 照 ， 均 置 于 37 培养 箱 进行 厌 氧 发 酵 ， 分 别 于 发 酵 24 和 

48 h 后 取样 ， 测 定 发 酵 样 的 乳酸 戎 活 菌 数 、pH、 酸 溶 蛋 白质 含量 及 游离 槐 酚 含量 。 

1.2.4 ”枯草 芽孢 杆菌 和 植物 乳酸 菌 第 1 次 复 配 发 酵 
采用 生 料 发 酵 。 将 上 述 筛选 得 到 的 枯草 芽孢 杆菌 和 植物 乳酸 菌 进 行 复 配 发 酵 ， 发 酵 方 式 


为 先 需 氧 7 h 


100 g/ 袋 ， 


再 厌 氧 48 h。 称 取 一 定量 的 棉籽 粕 装 袋 ， 料 水 比 为 1.0: 0.4(g:mL)， 装 料 量 为 


按 2% 接 种 量 接 种 复 配 阔 〈 顶 草 芽 孢 杆菌 : 植物 乳酸 菌 =1:1)， 每 个 样品 设 3 个 平 


行 ， 以 不 接种 任何 菌株 的 空白 料 为 空白 对 照 ， 置 于 37 培养 箱 发 酵 ， 分 别 于 厌 氧 发 酵 24 


和 48h 后 取样 ， 测 定 发 酵 样 的 乳酸 菌 和 芽孢 杆菌 活 戎 数 、pH、 中 性 蛋白 酶 活性 。 


1.2.5 枯草 芽孢 杆菌 和 植物 乳酸 菌 第 2 次 复 配 发 酵 
采用 生 料 发 酵 。 将 上 述 第 1 次 复 配 发 酵 筛 选 得 到 的 枯草 芽 
次 复 配 发 酵 ， 发 酵 方式 为 先 需 氧 24h BRA 48h (Hit 72h) 


料 水 比 为 1 


孢 杆菌 和 植物 乳酸 菌 进 行 第 2 
。 称 取 一 定量 的 棉籽 粕 闭 袋 ， 


.0: 0.4(g:mL)， 装 料 量 为 100 g/ 袋 ， 按 2% 接 种 量 接 


种 复 配 菌 〈 桔 草 芽 孢 杆 菌 : 植 


物 乳酸 菌 =1:1)， 每 个 样品 设 3 个 平行 ， 以 不 接种 任何 菌株 的 空白 料 为 空白 对 照 , 置 于 37 C 


培养 箱 发 酵 ， 分 别 于 需 氧 发 酵 24 h 以 及 厌 氧 发 酵 48、72 h 后 


取样 ， 测 定 发 酵 样 的 乳酸 菌 和 


芽孢 杆菌 活 菌 数 、 中 性 和 蛋白酶 活性 、pH、 酸 溶 蛋 白质 合 量 及 沪 
1.3 测定 指标 及 方法 
1.3.1 芽孢 秆 菌 和 乳酸 菌 活 菌 数 的 测定 


f 离 棉 酚 含量 。 


准确 称 取 发 酵 棉籽 粕 10.0 g， 用 玻璃 珠 振荡 打 散 菌 群 ， 以 便 稀 释 计 数 。 用 生理 盐水 10 


倍 递 增 稀释 ， 取 适当 稀释 度 的 样品 分 别 至 酵母 谨 蛋 白 腺 培养 基 及 MRS 培养 基 中 ，37 C 


养 48 h， 根 据 菌 落 数 计算 样品 中 芽孢 杆菌 和 乳酸 阔 活 菌 数 ， 结 果 用 CFU/g 表示 。 


1.3.2 ”中 性 蛋白 酶 活性 的 测定 


准确 称 取 发 酵 棉籽 粕 1.0 g， 加 入 8 售 体 积 的 磷酸 盐 缓 冲 液 (pH 7.5) 溶解 ， 充 分 混 匀 后 


离心 取 上 清 液 ， 采 用 福 林 - 酚 试 剂 法 测定 样品 中 中 性 重 白 酶 活性 。 中 性 和 蛋白酶 活性 定义 : lg 


固体 酶 粉 (或 1 mL 液体 酶 )， 在 一 定 温度 和 pH 条 


1 个 活性 单位 ， 以 U/g 表示 。 


133 ” 酸 溶 蛋白 质 含 量 的 测定 


准确 称 取 2.00 g 发 酵 棉 籽 粕 于 25 mL 具 塞 试管 中 ， 加 入 


f], B 


IE 5 min, ÆRE 25 mL, HBR 2 min 3E 5] 1 2X, d 


EF, I min 水 解 酷 素 产生 1 ug KARAI 


1595 — ZETA 10 mL, W 
从 计时 30 min。 将 溶液 定量 转 
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100 4, 抽 滤 , 取 滤 液 10 mL, 转 入 消化 管 中 , 加 入 3 g 混合 催化 剂 〈 硫 酸 钾 : 无 水 硫酸 铜 =15:1)， 
101 ”与 滤液 混合 均匀 ， 再 加 入 7—8 mL 浓 硫 酸 ， 将 消化 管 置 于 消化 炉 中 420 CHE, FAA 
102 ” 呈 透 亮 的 蓝 绿 色 时 ， 继 续 消 化 40 min, 按照 凯 氏 定 氮 法 测定 上 清 液 中 可 溶性 蛋白 质 含 量 。 男 


103 EMIRE 2.00 g 发 酵 棉籽 粕 ， 采 用 凯 氏 定 氮 法 测定 样品 中 粗 蛋 白质 含量 。 

104 酸 溶 蛋 白质 含量 〈%) = 〈 上 清 液 中 可 溶性 蛋白 质 含 量 x25/10) /样品 中 粗 蛋 白质 含量 。 
105 134 ”游离 棉 酚 含量 的 测定 中 

106 棉 酚 标准 溶液 的 配制 : 准确 称 取 棉 酚 标准 品 用 乙 且 -0.2% 磷 酸 〈 体 积 比 为 85:15) 溶解 得 


107 1.21 mg/mL 的 标准 品 贮备 液 ， 标 准 贮备 液 再 用 乙 且 -0.2% 磷 酸 〈 体 积 比 为 85:15) 稀释 成 121 
108 ”hg/mL 的 标准 品 工作 液 。 用 流动 相 将 标准 品 工作 液 逐 级 稀释 得 到 浓度 分 别 为 61.50、20.17、 
109 5.04. 2.52 和 1.21 pg/mL 的 标准 工作 液 ， 浓 度 由 低 至 高 进 样 测定 ， 以 峰 面 积 和 浓度 作 图 ， 得 
110 ”到 标准 曲线 回归 方程 为 Y-0.000 005 45X+0.160 525 (R=0.999 965 2)， 线 性 范围 为 1.21 一 121 


= 111 ug/mL. 
A 112 待 测 样品 游离 棉 酚 的 提取 :准确 称 取 待 测 样品 3.00 g, 加 入 丙酮 30 mL, 超声 提取 30 min, 
CN 113 25 C F3 000 r/min 离心 10 min， 重 复 提 取 3 次 ， 合 并 上 清 液 。 将 上 清 液 全 部 转移 至 蒸发 瓶 


c 114 F, WHA KEE, HBPLUS-02908E8S RREA 85:15) 溶液 溶解 ， 多 次 超声 清洗 转移 至 
115 ”25 mL Fe, A, X 0.22 um 滤 膜 后 供 HPLC 测定 。 

M 116 HPLC 法 测定 游离 棉 酚 含量 : EAR EA EEE IntertsilP ODS-2 (150 mmx4.6 mm, 5 
v 117 pm), WBA Z.Bi-0.299 WER PEAR LEN 85:150 溶液 , 流速 1.0 mL/min, 紫外 检测 波长 235 


N 118 nm, HER 20 uL, 4E 25 C. 

z 19 14 数据 分 析 

120 试验 数据 用 Excel 2007 进行 初步 处 理 后 ， 采 用 SPSS 13.0 软件 进行 统计 分 析 ， 采 用 单 医 
121 KATHE HT Cone-way ANOVA) 程序 进行 方差 分 析 ，LSD 法 进行 组 间 多 重 比较 ， 结 果 以 “ 平 
122 ”均值 + 标准 差 " 表 示 ，P<0.05 表示 差异 显著 。 

123 2 结果 与 分 析 

124 2. 棉 酚 标准 曲线 的 绘 甫 
125 由 棉 酚 标 准 品 的 HPLC 色谱 图 (图 1, 棉 酚 标准 品 浓度 6.15 pg/mL), 可 以 看 出 , 在 5.686 
126 min 左右 出 棉 酚 色谱 峰 ， 且 稳定 性 良好 、 分 离 效 果 好 、 峰 型 理想 、 灵 敏 度 高 。 由 图 2 可 以 看 
127 ”出 ,游离 棉 酚 标准 曲线 线性 吻合 良好 、 定 量 范围 广 、 定 量 限 低 、 准 确 度 和 灵敏 度 高 ， 该 方法 
128 ”可 用 于 准确 测定 游离 棉 酚 的 含量 。 
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129 O0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 140 120 130 140 mn 
130 图 1 棉 酚 标准 品 的 HPLC 色谱 图 
131 Fig.l HPLC chromatogram of standard gossypol 

浓度 


132 2500%000 5000000 7500000 10000000 12500000 15000000 17500000 20000000 面积 
133 图 2 游离 棉 酚 的 标准 曲线 

134 Fig.2 Standard curve of free gossypol 

135 22 枯草 芽孢 杆菌 的 筛选 

136 由 表 1 可 知 ， 发 酝 24 hn 时 ， 各 芽孢 杆菌 菌株 均 能 够 成 功 发 酵 棉籽 粕 ， 各 组 发 酵 棉籽 粕 
137 ”中 芽孢 杆菌 活 菌 数 均 在 儿 十 亿 水 平 ， 以 BLCCI-0039 和 BLCCI-0157 组 较 高 ， 显 著 高 于 


138 ”BLCC1-0090 和 BLCC1-0169 2A(P<0.05); 发 酵 棉 籽 粕 酸 深重 白质 含量 以 BLCC1-0039 组 最 
139 ”高 , 其 次 是 BLCC1-0157 组 ， 均 显著 高 于 空白 对 照 组 (P<0.05)， 其 中 BLCC1-0039 组 的 酸 溶 
140 ”和 蛋白质 含量 较 空白 对 照 组 高 出 54.80%。 发 酵 棉籽 粕 中 中 性 蛋白 酶 活性 以 BLCC1-0039 组 最 
141 ”高 , 达到 4111.40 U/g, 其 次 是 BLCC1-0157 A, 二 者 均 显 著 高 于 BLCCI-0090 和 BLCC1-0169 


142  £H(P-—0.05), 但 三 者 间 差 异 不 显著 (P>0.05)。 

143 由 表 1 可 知 ， 发 酵 48 h 时 ， 各 组 发 酵 棉籽 粕 中 东 孢 杆 菌 活 菌 数 均 达 到 几 十 亿 水 平 及 以 
144 ” 上， 以 BLCC1-0039 组 最 高 ，BLCC1-0157 组 次 之 。 与 空白 对 照 组 相 比 ， 各 菌株 发 酵 均 显著 
145 ”提高 了 发 酵 棉籽 粕 中 酸 溶 蛋 白质 含量 (<0.05)， 其 中 以 菌株 BLCC1-0039 发 酵 时 最 高 ， 较 空 
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白 对 照 组 提高 了 69.43%。 发 酵 棉籽 粕 中 中 性 和 蛋白酶 活性 以 BLCC1-0039 组 最 高 ,达到 3 983.24 
U/g, 其 次 是 BLCCI-0157 组 ,二 者 均 显 著 高 于 空白 对 照 组 以 及 BLCC1-0090 和 BLCC1-0169 
组 (P<<0.05)， 但 二 者 间 差 异 不 显著 (P>0.05)。 综 上 可 知 ， 枯 草 芽 孢 杆菌 各 菌株 发 酵 棉籽 粕 均 
可 以 提高 酸 溶 蛋 白质 食量 和 中 性 蛋白 酶 活性 ， 其 中 以 菌株 BECCI-0039 的 效果 最 好 。 

表 1 枯草 芽孢 杆菌 发 酵 对 发 酵 棉 籽 粕 品质 的 影响 


Table ] Effects of Bacillus subtilis fermentation on fermented cottonseed meal quality 


组 别 Groups 24h 48h 


RAR AW ”芽孢 杆菌 活 中 性 蛋白酶 活 UEBER ”芽孢 杆菌 活 中 性 蛋白 酶 活 
含 量 W Æ Viable 性 Neutral 菌 数 Viable 性 Neutral 


mom 
D 


Acid-soluble count of protease Acid-soluble count of protease 
protein Bacillusi(x10° activity/(U/g) protein Bacillus/(x10° — activity/(U/g) 
content/% CFU/g) content/% CFU/g) 
空白 对 照 6.31+1.09° 0 0 6.45+1.34* 0 140.96+23.10° 
CK 
BLCC1-0090 —8.28+0.82° 31.1042.10* 1 15.7722.01^ 62.0043.47* 1 
701.80+34.19* 792.83+445.30° 
BLCC1-0039 “13.96+1.114 — 57.00+3.42° 4 21.10+1.98° —117.00+5.98° 3 
111.40+63.20° 983.24+73.02° 
BLCCI-0157  10.7220.87 68.00+4.22° 3 18.7842.34°  103.00+£10.02° 3 
416.69+34.23° 596.15+42.09° 
BLCC1-0169  9.8340.34" 41.40+1.89° 2 16.73+2.01° 92.80+8.20° 2 
626.37+98.18° 323.14+29.40° 


同行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表 示 差 异 显 著 (P<0.0$)。 下 表 同 。 


In the same row, values with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05). The 


same as below. 


由 表 2 可 知 ， 发 酵 24 h 时 以 BLCCI-0039 ARRERA TR ES RR UY eR, SEEK 
其 他 各 组 (PC<0.05)， 其 游离 棉 酚 降解 率 达 到 93.89%， 其 次 是 BLCCI-0157 组 ; 菌株 
BLCC1-0039 发 酵 棉籽 粕 48 h 时 发 酵 棉 籽 粕 游离 棉 酚 含量 最 低 , 显著 高 于 其 余 3 株 菌 株 发 酵 
时 (<0.05)， 其 游离 棉 酚 降解 率 达 到 96.67% 。 综 合 可 知 ，4 株 枯 草 芽孢 杆菌 中 以 菌株 
BLCC1-0039 发 酵 棉籽 粕 降 棉 酚 效 果 最 好 。 

表 2 枯草 芽孢 菌 发 酵 对 发 酵 棉 籽 粕 游离 棉 酚 含量 的 影响 


Table2 Effects of Bacillus subtilis fermentation on free gossypol content of fermented 


cottonseed meal 


24h 48h 
游离 棉 酚 含 游离 棉 酚 降解 率 Free 游离 棉 酚 含 。 ”游离 棉 酚 降解 率 Free 


B & Free gossypol degrading rate/% Œ Free gossypol degrading 
组 别 Groups 
gossypol gossypol rate/% 
content/(ug/ content/(ug/ 
8) 8) 
空白 对 照 CK 57.84+2.98° 54.62+3.01° 
BLCC1-0090 15.81+1.09° 72.67 12.0240.67° 77.99 
BLCC1-0039 3.5340.97° 93.89 1.8240.52* 96.67 
BLCC1-0157 10.4422. 10^ 81.95 6.19+1.29° 88.67 
BLCC1-0169 13.78+£1.98° 76.18 9.643-1.79* 82.35 
163 游离 柳 酚 降解 率 =[〔 空 白 对 照 组 样品 游离 柳 酚 含量 -发 酵 组 样品 游离 棉 酚 含量 ) /空白 对 照 组 样品 游离 
164 mE E100. #5 同 。 
165 Free gossypol degrading rate=[(sample free gossypol content in CK group-sample free gossypol content in 


166 fermentation group)/ sample free gossypol content in CK group]x100. The same as Table 5. 


167 23 植物 乳酸 菌 的 筛选 


168 由 表 3 可 知 ，5 个 植物 乳酸 菌 发 酵 组 中 ,发 酵 24h 时 除 BLCC2-0112 组 发 酵 棉 籽 粕 中 乳 
169 ” 酸 菌 活 菌 数 较 低 外 ， 其 他 植物 乳酸 菌 发 酵 组 间 差 异 不 显著 (P>0.05)， 均 在 几 十 亿 水 平 ， 发 酵 
170 48 h 时 仍 以 BLCC2-0112 组 发 酵 棉 籽 粕 中 乳酸 菌 活 菌 数 最 低 , 显著 低 于 其 他 植物 乳酸 苦 发 酵 
171 ”组 (P=0.05); 无 论 是 发 酵 24 h 时 还 是 发 酵 48 时 ， 发 酵 棉 籽 粕 中 酸 溶 蛋 白质 含 量 和 游离 棉 
172 酚 含 量 各 组 间 均 差异 不 显著 (P>0.05); 无 论 是 发 酵 24 h 时 还 是 发 酵 48 h 时 ， 发 酵 棉籽 粕 的 
173 ”pH 均 以 BLCC2-0092 和 BLCC2-0001 组 最 低 ， 其 次 为 BLCC2-0015 组 ， 这 3 组 在 发 酵 48 h 
174 ”时 pH 均 降 至 5.00 UF, H BLCC2-0092 ERE 48 h 时 pH BE 4.67。 从 降低 发 酵 棉籽 
175 ” 粕 的 pH RA, 5 株 植物 乳酸 菌 中 以 菌株 BLCC2-0092、BLCC2-0001 和 BLCC2-0015 发 酵 棉 
176 ART, wH AEk BLCC2-0092. 


IN 


177 
178 表 3 EVITE SL EROS OH TE m JURE ES 1) 6 E EA] 8 Uo] 
179 Table 3 Effects of Lactobacillus plantarum fermentation on quality andfree gossypol content of 
180 fermented cottonseed meal 
24h 48h 
IRERE 酸 溶 蛋白 质 SLR BAI BE 酸 深 蛋白质 
SLE ERE TE PL E LET TR VL T E 
- n 含量 游离 棉 酚 含量 含量 游离 棉 酚 含量 Fre 
组 别 Groups viable count of Viable count of 
Acid-soluble pH Free gossypol Acid-soluble pH gossypol 
Lactobacillus Kuglg) Lactobacillus ia 
tei content tei content nts 9 
f(x 108 CFU/g) protein Hg/g /(x108 CFU/g) protein (ug/g) 0, 
content/% content/% 


空白 对 照 0 6.70+0.39 6.43+0.15° 57.04+2.01 0 6.47+0.22 6.22::0.05* 54.3042.10 


CK 


BLCC2-0015  34.00+1.02° 6.6120.11  5.7740.10° 55.22+1.98 40.00+2.10° 6.47-0.19 —— 4.7540.02* 54.80+1.78 
BLCC2-0092 ^ 25.00+0.39° 6.56+0.93  5.4740.05" — 56.8722.19 29.004.1.98^ 6.3720.28 — 4.6740.03* 55.1942.71 
BLCC2-0001  34.00+2.01° 6.7740.78  5.4940.05° 51.36+2.98 62.00+4.29° 6.45+0.39 —— 4.7240.05* 56.4941.69 
BLCC2-0112 5.80+0.238 6.68:0.81  6.1040.10°  55.09+3.01 13.00+1.98" 6.65+0.78  5.98+0.04° 53.12+1.72 
BLCC2-0111 29.00+2.01° 6.59+0.18 —— 5.9040.055 — 52422234 31.0043, 71^ 6.480.207  5.4120.02^ 50.99+0.99 

181 2.44 植物 乳酸 菌 和 枯草 芽孢 杆菌 第 1 次 复 配 发 酵 

182 由 表 4 可 知 ， 棉 籽 粕 由 植物 乳酸 菌 和 枯草 牙 孢 杆菌 复 配 菌株 先 需 氧 发 酵 7h 情况 下 ， 再 

183. KARE 24 h 时 后 各 复 配 菌株 发 酵 组 发 酵 棉 籽 煌 乳酸菌 活 菌 数 均 达 到 几 十 亿 水 平 ，pH 降 至 


184 ”6.00 以 下 ， 大 和 氧 发 酵 48 h 时 pH BER 5.00 以 下 ， 说 明 植 物 乳酸 菌 发 酵 成 功 ， 大 氧 发 酵 48 h 
185 ”时 各 复 配 菌株 发 酵 组 发 酵 棉 籽 粕 芽 孢 杆菌 活 菌 数 与 天 氧 发酵 24. h 相 比 增加 了 1 个 数量 级 ， 
186 “但 48h 时 中 性 蛋白 酶 活性 最 高 仅 在 201.18 U/g (枯草 芽孢 杆菌 BLCC1-0039 HUE 48 h 后 
n 187 ”中 性 蛋白 酶 活性 可 达到 3 983.24 U/g)， 说 明 此 条 件 下 不 适宜 枯草 芽孢 杆菌 生长 。 
> 188 表 4 植物 乳酸 菌 和 枯草 芽孢 杆菌 第 1 次 复 配 发 酵 对 棉籽 粕 品质 的 影响 


Al 189 Table 4 Effects of compound fermentation (the first time) of Lactobacillus plantarum and 
Ac 190 Bacillus subtilis on fermented cottonseed meal quality 
24h 48h 
芽孢 杆菌 芽孢 杆菌 7 
T san MN 中 性 蛋 
i 乳酸 菌 活 菌 活 菌 数 乳酸 菌 活 菌 活 菌 数 
NP "X un 
| = 组 别 Groups 数 Viable Viable 数 Viable Viable NA 
= count of count of pH count of count of pH 
tam protease 
[e Lactobacillus/ ^ Bacillus/( Lactobacillus/ | Bacillus( Ln 
à " P à activity/( 
(x10 CFU/g) x10 (x10 CFU/g) x10 "n 
g 
CFU/g) CFU/g) 
rr : 6.5140. 6.32 
空白 对 照 CK 0 0 0 0 0 " 
= 04 04 
BLCC2-0092+BLC 5.8250. 84.00-4.1 134.9043. 4.870. 
30.5040.39 8.85+0.37 60.30+2.31 
C1-0039 03? 0 49 02° 
BLCC2-0015+BLC 5.870. 98.0045.2 201.1843. 4.920. 
24.6041 .23 5.802:0.45 62.80:3.02 
C1-0039 02* 0 10 03° 
BLCC2-0001+BLC 5.630. 65.0045.0 148.1945. 4.790. 
31.70+3.01 4.60+0.24 62.50+2.98 : 
C1-0039 02° 1 01 02° 
191 2.5 植物 乳酸 菌 和 枯草 芽孢 杆菌 第 2 次 复 配 发 酵 
192 由 于 第 1 次 设 定 的 复 配 发 酵 条 件 不 适宜 芽孢 杆菌 生长 , 之 后 改变 发 酵 方式 , 延长 需 氧 发 
193 MEIN TA) 8 24 h， 并 选取 降解 棉 酚 效果 较 好 的 植物 乳 杆菌 BLCC2-0092、BLCC2-0001 和 枯草 


194 ”芽孢 杆菌 BLCC1-0039 进行 第 2 次 复 配 发 酵 。 

195 由 表 5 可 以 看 出 ， 延 长 需 氧 发 酵 时 间 至 24 h 时 ， 各 复 配 菌株 发 酵 组 发 酵 棉 籽 粕 中 乳酸 
和 芽 移 杆菌 活 菌 数 均 可 以 达到 几 十 亿 水 平 , 中 性 蛋白 酶 活性 较 高 , 均 达 到 2 000 U/g 以 上 。 
197 ”综合 各 项 指标 来 看 ，2 个 复 配 菌株 发 酵 组 中 以 BLCC2-0092+BLCC1-0039 组 最 优 。 与 空白 对 


196 


EH 


198. RR ZH ALK, BLCC2-0092+BLCC1-0039 组 各 发 酵 阶段 的 发 酵 棉 籽 粕 的 pH 均 显 著 降 低 (P= 
199 0.05), RARE 72 h 时 pH 降 至 5.27; 酸 溶 蛋白 质 含量 显著 提高 (P=0.05)， 厌 氧 发 本 72 h 
200 ”时 酸 深重 白质 售 量 达到 23.54%; 游离 棉 酚 含量 显著 降低 (P<0.05)， 需 氧 发 酵 24 h 时 游离 棉 


201 WEKKE 52.12%， 厌 氧 发 酵 72 h 时 游离 棉 酚 降解 率 达 到 61.58%。 


bid 


202 de 5 植物 乳酸 菌 和 枯草 芽孢 杆菌 第 2 次 复 配 发 酵 对 棉籽 煌 品质 的 影响 
203 Table 5 Effects of compound fermentation (the second time) of Lactobacillus plantarum 
204 and Bacillus subtilis on fermented cottonseed meal quality 
205 
乳酸 菌 活 游离 游离 棉 酚 降解 率 
芽孢 杆菌 — 游离 棉 酚 游离 棉 酚 降解 率 
困 — MEZE 5 | 
活 菌 数 中 性 蛋白 酶 活 含量 含量 Free Free gossypol 
Viable Mb ie Neutral S 
Fi lable 性 Neutra . 
组 别 Groups count of pH Acid-solubl gossypol degrading rate/% 
count of protease . 
Lactobacill n e protein 
W108 Bacillus(* ^ activity/(U/g) content/(ug/ 
us/( x 
: 10 CFU/g) content/% 
LO CFU/g) g) 
| 需 氧 发 酵 24 h Aerobic fermentation 24 h 
CK 0 0 0 6.25:0.03* — 6.4720.10* 53 8341 34° 0 


BLCC2-0092+ 


are 27.0041.20 32.00+1.20 3301.16+20.10 5.9340.02" —11.5540.21° 95.7749 188 5242 
" BLCC2-0001+ | 
i" ee 22.17+1.02 25.00+1.34 2219.87+10.82 5.80+0.03* 10.43+1.10° 28 2941 98a 47.45 


厌 氧 发 酵 48 h Anaerobic fermentation 48 h 


CK 0 0 0 6.03+0.03°  6.9640.08" 50 8742 76° 0 

BLCC2-0092+ l 
BLCcLooss 20005218 13804092 2182954109 562400 19.1780.14 23341018 5412 

= BLCC2-0001+ 
- sLCCLegg 1510129 98040.29 20871042109 5.654002 — 1678027 7.154145" — 4663 


厌 氧 发 酵 72 h Anaerobic fermentation 72 h 


CK 0 0 82.75+8.19 5.96+0.02° 7.3640.21° 48.5242.10° 0 
BLCC2-0092+ : " 
19.00-2.3] 24.00+1.29 2619.54410.10 5.27+0.01° | 23.544024 18.644.0.99* 61.58 
BLCC1-0039 DH 
BLCC2-0001+ . " 
15.96+1.09 10.09+2.31 2509.10+20.14 5.30+0.03° 19.78+0.74° 28.19+2.10* 41.91 
BLCC1-0039 
206 3 i it 
207 微生物 发 酵 棉籽 人 饼 ( 粕 ) 脱 毒 的 关键 是 菌 种 的 选择 ,不同 微生物 菌 种 对 棉 酚 的 降解 能 


208 ”不 同 ,筛选 优良 的 微生物 菌 种 是 影响 棉籽 人 饼 ( 粕 ) 脱 毒 效果 的 首要 条 件 。 提 高 微生物 发 酵 棉 
209 “将 饼 《〈 粕 )， 在 使 其 游离 棉 酚 含量 的 安全 性 大 大 提高 的 同时 ， 若 粗 蛋 白质 含量 及 其 他 饲 用 品 
210 ，” 质 也 能 得 到 大 幅度 的 提高 ， 就 可 以 提高 其 在 动物 饲 粮 中 的 添加 量 ， 提 高 棉籽 饼 《〈 粕 ) 的 利用 
211. 率 吕 ;发 酵 、 酶 解 粕 类 和 植物 蛋白 质 源 的 主要 目的 是 将 其 中 的 大 分 子 蛋 白质 降解 成 为 小 分 
212 。” 子 蛋白 质 ， 甚 至 降解 成 多 肽 和 小 肽 ， 从 而 促进 蛋白 质 的 合成 ， 促 进 矿 物质 元 素 的 吸收 利用 ， 
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提高 动物 机 体 的 免疫 机 能 以 及 动物 的 生长 速率 和 生产 性 能 。 研究 表明 ,使 用 酸 深重 白质 含量 
指标 评价 发 酵 、 酶 解 粕 类 蛋白 质 品 质 ,， 既 可 以 反映 其 中 抗原 蛋白 质 和 其 他 蛋白 质 抗 营养 因子 
被 水 解 的 程度 ,进而 揭示 该 类 抗 营养 因子 活性 被 消除 的 程度 ， 又 可 在 一 定 程度 上 反映 肽 含量 
的 高 低 0 枯草 芽孢 杆菌 是 美国 食品 药物 管理 局 公布 的 安全 菌 种 5 ， 是 当今 工业 酶 的 主 
要 生产 菌 种 之 一 ,也 是 工业 生产 上 应 用 最 广泛 的 菌 种 之 一 ,其 中 性 和 蛋白酶 活性 为 枯草 芽孢 杆 
菌 生长 的 主要 考察 指标 口 。 据 报道 ， 利 用 枯草 芽孢 杆菌 发 酵 棉 籽 粕 ， 特 别 是 加 入 木瓜 蛋白 
酶 后 可 有 效 提高 棉籽 粕 的 营养 价值 591。 
前 报道 的 用 于 棉籽 饼 ( 粕 ) 脱 毒 的 菌株 种 类 较 少 ， 且 主要 集中 于 酵母 菌 和 霉菌 ， 有 关 
天 然 真 菌 的 脱 毒 效果 也 有 一 些 报 道 [”。 而 对 于 降解 棉 酚 的 芽孢 杆菌 ,相关 研究 有 枯草 芽孢 
杆菌 M-9P!'f M-491, 这 2 株 枯草 芽孢 杆菌 对 棉 酚 具有 较 高 的 降解 活性 , 但 仍 存在 一 些 不 足 ， 
如 : 在 对 棉籽 饼 〈 粕 ) 进行 发 酵 脱 毒 时 需要 额外 加 入 碳 源 〈 芒 糖 等 )， 增 加 了 棉 酚 降解 的 成 
本 ; 菌 种 的 接种 量 大 (10%)、 降 解 所 需 时 间 长 (60h UE) Ih WRR, WEF 
菌 Br 可 有 效 降解 棉籽 粕 中 的 棉 酚 ， 但 仅 对 灭 菌 后 的 棉籽 粕 有 效 ， 未 灭 菌 处 理 的 棉籽 粕 中 的 
微生物 反而 会 抑制 蜡 样 芽孢 杆菌 Br D A: UP, 在 本 研究 中 , 利用 枯草 芽孢 杆菌 BLCCI-0039 
单独 发 酵 棉 籽 粕 ，37 °C ACHR 24 h 后 游离 棉 酚 降解 率 达到 93.89%， 此 外 ， 中 性 蛋白 酶 活性 
达到 4111.40 U/g， 酸 溶 蛋 白质 含量 达到 21.10%。 

虽然 作者 在 文献 中 未 查阅 到 乳酸 菌 在 降解 棉 酚 方面 的 相关 文章 , 但 是 乳酸 菌 发 酵 饲料 具 
有 气味 香 、 适 口 性 好 、 饲 喂 简单 方便 、 消 化 率 高 、 功 效 稳定 等 优势 ， 因 此 具有 良好 的 生产 和 
应 用 价值 Pi。 本 研究 发 现 植物 乳酸 菌 不 具有 降解 棉 酚 的 能 力 , 但 可 以 降低 发 酵 棉 籽 粕 的 pH， 
植物 乳酸 菌 BLCC2-0092 RI 24h IT, 发酵 棉籽 粕 pH 降 至 5.47。 因 此 ， 利 用 植物 乳酸 菌 和 
枯草 芽孢 杆菌 复 配 发 酵 棉 籽 粕 ,在 降低 发 酵 棉籽 粕 中 游离 棉 酚 含量 的 同时 ， 可 以 消除 枯草 芽 
孢 菌 在 发 酵 过程 中 产生 的 刺 鼻 的 氮 味 ， 改 善 发 酵 风 味 ， 提 高 饲料 营养 价值 。 通 过 2 次 复 配 发 
HRI, EARE BLCC2-0092 和 枯草 芽孢 杆菌 BLCC1-0039 按照 比例 1:1 BERI, 37 "C 
需 氧 发 酵 24h 再 厌 氧 发 酵 时 效果 优 于 同等 条 件 下 需 氧 发 酵 7h 再 厌 氧 发 酵 的 情况 , 说 明 较 长 
的 需 氧 发 酵 时 间 有 利于 枯草 芽孢 杆菌 的 生长 ， 而 枯草 芽孢 杆菌 的 生长 对 棉 酚 的 降解 至 关 重 
要 ， 再 进行 厌 氧 发 酵 有 利于 乳酸 菌 的 生长 ， 乳 酸 菌 的 生长 会 降低 发 酵 料 的 pH， 对 改善 发 酝 
风味 至 关 重 要 。 与 空白 对 照 组 相 比 ， 最 优 复 配 发 酵 组 CBLCC2-0092+BLCC1-0039 组) 各 阶 
段 发 酵 棉 籽 粕 的 pH 显著 降低 ， 厌 氧 发 酵 72h 时 pH 降 至 5.27， 改 善 了 发 酵 风味 ， 增 加 了 酸 
香味 ; 酸 溶 蛋白 质 含量 显著 提高 ， 厌 氧 发 酵 72 h 时 酸 溶 蛋白 质 含量 达到 23.54%; 游离 棉 酚 
含量 显著 降低 ， 需 氧 发 酵 24 h 时 游离 柳 酚 降解 率 达 到 52.12%， 厌 氧 发 酵 72h 时 游离 柳 酚 降 
解 率 达 到 61.58%。 本 研究 得 出 的 游离 棉 酚 降解 率 高 于 王晓玲 等 上 利用 枯草 芽孢 杆菌 和 酿酒 
酵母 复 配 发 酵 棉 籽 粕 (30 'C 需 氧 发 酵 48 DO. 所 得 的 游离 棉 酚 降解 率 (48.5%). 
4 结论 


C 利用 枯草 芽 苑 杆菌 BLCC1-0039 发 酵 棉 籽 粕 ， 可 有 效 降 低 发 酵 棉籽 粕 中 的 游离 棉 
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的 中 性 和 蛋白酶 活性 和 酸 溶 蛋 白质 含量 。 
© 植物 乳酸 菌 无 降解 游离 棉 酚 的 能 力 ， 但 可 有 效 降低 发 酵 棉 籽 粕 的 pH， 植 物 乳 酸 菌 
BLCC2-0092 发 酵 48 h 后 发 酵 棉籽 粕 的 pH 降 至 4.67。 
(2) 枯草 芽孢 杆菌 和 植物 乳 杆 菌 复 配 发 酵 可 有 效 降 低 发 酵 棉 籽 粕 中 的 游离 棉 酚 含量 
并 提高 发 酵 棉 籽 粕 中 的 中 性 蛋白 酶 活性 和 酸 溶 蛋白 质 含 量 ， 有 效 降低 发 酵 棉 籽 粕 的 
pH， 增 加 酸 香 味 。 
O ”综合 各 指标 ， 推 荐 棉籽 粕 的 最 优 复 配 发 醇 方 式 为 枯草 芽孢 杆菌 BLCC2-0092 与 枯 
草 芽孢 杆 菌 BLCC1-0039 按照 1:1 比例 接种 ，37 'C 时 需 氧 发 酵 24 h 再 继续 大 氧 发 
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Screening of High Efficient Free Gossypol-Degrading and Improving Cottonseed Meal Nutritive 
Quality Stains 
QI Xiuye XIE Quanxi CHEN Zhen YU Jiamin XU Haiyan GU Wei 
(Shandong Baolai-Leelai Bioengineering Co., Ltd., Tai’an 271000, China) 
Abstract: This experiment was conducted to study the effects of cottonseed meal fermented by 
Bacillus subtilis and Lactobacillus plantarum on free gossypol degrading rate of cottonseed meal, 
and to compare the Nutritive Quality indices of cottonseed meal before and after fermentation, 
such as viable count of bacteria, neutral proteases activity, pH, acid-soluble protein content and 
gossypol content, etc. The results showed that the Bacillus subtilis BLCC1-0039 had high efficient 
free gossypol-degrading capacity and the Lactobacillus plantarum BLCC2-0092 had improving 
fermentation flavor capacity. Comprehensive the advantages of Bacillus subtilis BLCC1-0039 and 


Lactobacillus plantarum BLCC2-0092, the optimal compound fermentation conditions were 
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showed as follows: the inoculative proportion of Bacillus subtilis BLCC1-0039 and Lactobacillus 
plantarum BLCC2-0092 was 1:1, 24 h for aerobic fermentation and then anaerobic fermentation. 
Compared with control check group, the pH of fermented cottonseed meal in each fermentation 
stage of optimal compound fermentation group was significantly decreased (P 0.05), and the pH 
after anaerobic fermentation 72 h reduced to 5.27; the acid-soluble protein content was 
significantly (P<0.05), and the acid-soluble protein content after anaerobic fermentation 72 h 
increased to 23.54%; the feed gossypol content was significantly decreased (P<0.05), and the 
free gossypol degrading rate after aerobic fermentation 24 h and anaerobic fermentation 72 h 
reached to 52.12% and 61.58%, respectively. It is concluded that compound fermentation of 
Bacillus subtilis BLCC1-0039 and Lactobacillus plantarum BLCC2-0092 can effectively degrade 
the content of free gossypol in cottonseed meal and improve the nutritive quality of cottonseed 
meal. 

Key words: Bacillus subtilis; Lactobacillus plantarum; cottonseed meal; free gossypol; nutritive 
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